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Abstract

The identification of candidate regulatory elements is based on the assumption that non-
coding regions conserved across organisms are functionally important. Those elements can
be identified via genomic sequence alignments and other computational methods.

During my bachelor's degree, | functionally analysed a region located in the 3'UTR of the
Sonic Hedgehog (Shh) gene which is highly conserved among teleosts, but also in chicken
(Gallus gallus), mouse (Mus musculus) and human (Homo sapiens).

It has been previously shown that the injection of the Shh 3'UTR conserved region from
various teleosts in zebrafish (Danio rerio) directs EGFP expression in different tissues. To
check whether the chicken and mouse Shh 3'UTR conserved regions also represent
functional elements and to identify the tissue where they direct expression, | have injected
them in zebrafish embryos using the co-injection approach.

| found that the conserved non-coding sequence from mouse induces an expression of
EGFP in muscle tissue in 24hrs old zebrafish embryo. Through sequential injections of
different parts of this region, | was able to show that a 248bp segment was responsible for
this expression. Within this sequence | identified a binding site for the Mef2a transcription
factor. This Mef2a site is most likely involved in inducing the EGFP expression in the muscle
tissue. In addition, | have shown that the homologous elements from mouse and chicken
induce EGFP expression in melanocytes and in the nervous system after 48hrs. So far no
possible transcription factor binding site responsible for this expression pattern could be
identified.
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Zusammenfassung

Die Identifikation regulatorischer Elemente beruht auf der Annahme, dass nicht-codierende
Sequenzabschnitte, die im Laufe der Evolution konserviert bleiben, eine in vivo-Funktion
besitzen. Durch einen Sequenzvergleich nahe verwandter Arten kdnnen konservierte
potentiell regulatorische Elemente vorhergesagt werden. Die Elemente kdnnen mit Hilfe der
Co-Injektion in Zebrafischembryonen auf eine in vivo-Aktivitat hin untersucht werden.

Die in dieser Arbeit untersuchten konservierten, regulatorischen Sequenzabschnitte
entstammen dem 3'UTR des shh-Gens aus Maus (Mus musculus) und Huhn (Gallus gallus).
Diese Sequenz ist innerhalb der Teleostei stark konserviert und zeigt auch Konservierung in
Huhn (Gallus gallus), Maus (Mus musculus) und Mensch (Homo sapiens). Es ist bereits
bekannt, dass homologe Sequenzen aus den Teleostei bei Co-Injektionsexperimenten
verschiedene EGFP-Expressionsmuster in Zebrafischembryonen induzieren.

Durch Co-Injektion sollten die Elemente der Maus und des Huhns auf in vivo-Aktivitat in
Zebrafischembryonen hin untersucht werden. Die progressive Verkirzung der Sequenzen
sollte zur Identifikation mdglicher Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren dienen.

In dieser Bachelorarbeit konnte gezeigt werden, dass die regulatorische Sequenz aus dem
3'UTR des shh-Gens der Maus bei Co-Injektion in Zebrafischembryonen eine EGFP-
Expression in Muskelzellen 24 h alter Zebrafische induziert. Der regulatorische Bereich
konnte dabei auf eine Region von 248 bp eingegrenzt werden. Es wurden
Transkriptionsfaktorbindestellen fir Mef2a identifiziert, die mdglicherweise an der Expression
von EGFP im Muskel beteiligt sind.

Aulerdem konnte gezeigt werden, dass sowohl das Element aus Maus, als auch das
homologe Element aus Huhn, in 48 h alten Zebrafischembryonen eine Expression von EGFP
in Melanocyten und im Nervensystem induzieren. Bislang konnte noch keine
Transkriptionsfaktorbindestelle  identifiziert werden, die verantwortlich fir das

Expressionsmuster von EGFP nach 48 h ist.



Abkurzungsverzeichnis

Abklrzung Vollstandige Bezeichnung

bp Basenpaare ( engl.: base pairs)

CNE Konserviertes nicht-kodierendes Element (engl.: conserved non-
coding element)

CNS Konservierte nicht-kodierende Sequenz (engl.: conserved non-
coding sequence)
verbessertes grin fluoreszierendes Protein ( engl.: enhanced green

EGFP .
fluorescent protein)

hpf Stunden nach der Befruchtung ( engl.: hours post fertilization)

kb Kilo-Basenpaare ( engl.: kilo base pairs)

mya 1 Mio. Jahre (engl.: million years ago)

TAE TRIS-Acetat-EDTA

TF Transkriptionsfaktor

TFB Transkriptionsfaktorbindestelle

UTR untranslatierter Bereich (engl.: untranslated region)

XI



1 Einleitung

1.1 cis-regulatorische Elemente

Die ,genomische Ara‘ wurde 1977 durch die Sequenzierung des Genoms des
Bakteriophagen X174 (Sanger et al., 1977) eingeleitet. Seitdem wurde eine enorme Anzahl
an Genomen sequenziert. Durch den Vergleich der Genome verschiedener Spezies wurde
klar, dass die Zunahme an Komplexitat nicht mit der Zunahme an protein-codierenden
Genen korreliert.

Der Nematode Caenorhabditis elegans besitzt 20.000 protein-codierende Sequenzen, der
Mensch besitzt ca. 20.000-25.000 (International Human Genome Sequencing Consortium,
2004). Eine deutliche erhohte Anzahl protein-codierender Sequenzen kann zwar nicht
festgestellt werden, allerdings ist der Anteil an nicht codierenden Sequenzen des humanen
Genoms dreilBigfach gréRBer als der von C. elegans (Martinez & Walhout, 2008).
Offensichtlich entwickelten sich die komplexen Lebensformen hauptsachlich durch die
zunehmende Komplexitat der Genregulation (Levine & Tijan, 2003). Diese ist von
essentieller Bedeutung fir die Entwicklung und Differenzierung komplexer Organismen.
Gene lassen sich vom regulatorischen Standpunkt aus in drei Gruppen einteilen.

Die erste Gruppe stellen die ubiquitdren Haushaltsgene dar, die flir wichtige Proteine des
Energie- und des Stoffwechsels codieren. Die Promotoren dieser Gene verfligen meist nur
Uber den Zustand aktiv oder inaktiv.

Die zweite Gruppe ist gekennzeichnet durch eine gewebespezifische Regulation. Neben den
Promotoren besitzen diese auch eine geringe Anzahl an Transkriptionsfaktorbindestellen
(TFB). Diese cis-regulatorischen DNA-Sequenzen ermoglichen durch die Bindung
entsprechender Transkriptionsfaktoren (TF) eine orts- sowie umweltspezifische Expression
(Jacob & Monod, 1961).

Die dritte Gruppe bezeichnet man als Entwicklungsgene. Die Expression dieser Gene ist
abhangig von der Zeit, dem Ort und der Menge an Transkript. Sie verfligen Uber eine grolRe
Anzahl von cis-regulatorischen Sequenzen.

Diese zum Gen gehdrenden DNA-Abschnitte konnen upstream und downstream der
transkribierten Region, sowie zwischen den Exons lokalisiert sein. Cis-regulatorische
Elemente kdnnen im Zusammenspiel mit TF die Aktivitdt der Gene entweder herabsetzten
(Silencer) oder diese verstarken (Enhancer). Die Modifikation solcher cis-regulatorischen
Elemente filhrt zu einer Anderung der Genaktivitat. Dies scheint eine der wichtigsten Kréfte
der Evolution und damit der morphologischen Diversitat der Lebewesen zu sein (Ertzer et al.,

2006; Hinman & Davidson, 2007). Wenn diese cis-regulatorischen Elemente den gleichen



funktionellen und umweltbedingten Zwangen unterliegen wie protein-codierende Sequenzen,
ist es wahrscheinlich, dass sie zu einem gewissen Grad konserviert bleiben (Nobrega &
Pennacchio, 2004; Elgar & Vavouri, 2008). Der Vergleich von orthologen Genomabschnitten
unterschiedlicher Spezies mittels Sequenzanalyse (Jones, 2006) flhrt zur ldentifikation
konservierter Genombereiche, die sowohl codierend als auch nicht-codierend sein kénnen.
In der Regel deuten Ubereinstimmungen in der Sequenz phylogenetisch entfernt verwandter
Spezies auf funktionelle Zwange hin. Dadurch blieben im Laufe der Evolution auch
Sequenzen erhalten die nicht codierend sind (engl.: conserved non-coding sequence, CNS).
Durch natulrliche Selektion liegen funktionelle regulatorische Bereiche bei verwandten
Spezies konserviert vor. Unvorteilhafte Mutationen werden ausselektiert.

Ein  entscheidendes  Kriterium  fur  Analysen  hinsichtlich  cis-regulatorischer
Sequenzabschnitte ist die Auswahl der Taxa. Sind zwei Arten zu nah verwandt, kann die
Orthologie der Sequenzen ihre konservierten funktionellen Elemente tUberdecken. Liegen die
Arten phylogenetisch zu weit auseinander, sind Unterschiede in den konservierten nicht-
codierenden Elementen (engl.: conserved non-coding element, CNE) zu grol3 um sie zu
identifizieren (Boffelli et al., 2004).

Human

|: Mouse

Chicken

191 Mya Tetraodon

Fugu

350 Mya
450-750 Mya 3R —— Stickleback

2R O L Medaka

323 Mya
Zebrafish

Bichir, gar

— Hagfish
L Lamprey

Ciona

L Amphioxus

Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum der Teleostei (Knochenfische).
Dargestellt ist das Verwandtschaftsverhaltnis der Teleostei und ihr phylogenetischer
Verwandtschaftsgrad innerhalb der Vertebraten [Menschen (Human), Maus (Mouse), Huhn
(Chicken)], Seescheide (Ciona) und Lanzettfischen (Amphioxus)]. Rote Kreise kennzeichnen
eine Genomduplikation. (Hermann, 2009)

Mittlerweile stehen flr einen Sequenzvergleich zwischen unterschiedlichen Taxa zahlreiche
Anwendungen, wie z. B. BLAST (Altschul et al., 1990) oder LAGAN (Brudno et al., 2003), zur
Verfligung.

Hufton und Kollegen entwickelten eine neuartige sequenzvergleichende Methode zur
Identifizierung von CNE (Hufton et al., 2009). Verglichen wurden die Sequenzen von
Saugetieren (Mus musculus), Fischen (Danio rerio), Mensch (Homo sapiens) und dem
wirbellosen Chordat Amphioxus (Branchiostoma floridae). Amphioxus spaltete sich bereits

vor ca. 650 Millionen Jahren vom Stammbaum der Vertebraten ab (Abbildung 1). Mit der
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neuen Methode von A. Hufton konnten Gber 1000 CNE identifiziert werden. Bisher waren nur
70 konservierte nicht-codierende Elemente zwischen Amphioxus und den Vertebraten
beschrieben (Holland et al., 2008). 42 dieser konservierten nicht-codierenden Elemente
wurden von der Arbeitsgruppe ,Evolution and Development® (Max-Planck-Institut flr
molekulare Genetik, Berlin) mittels Co-Injektion auf ihre in vivo Enhancer-Aktivitat untersucht.
Die Ergebnisse zeigten, dass ein Ruckschluss auf eine mogliche Enhancer-Aktivitat mittels

Co-Injektion madglich ist.

1.2 Funktionelle Analyse potentieller Enhancer-Elemente im
Zebrafisch (Danio rerio)

Eine  Mdglichkeit potentielle  Enhancer-Elemente in  vivo zu testen stellen
Injektionsexperimente dar. Als Modellorganismus wird daflr haufig der Zebrafisch (Danio
rerio) verwendet. Der Zebrafisch zeichnet sich vor allem durch einfache Verflugbarkeit und
externe Entwicklung der Embryonen aus. Die Embryonen sind transparent, wodurch sich die
Vertebratenentwicklung von der Gastrulation bis zur Organogenese verfolgen lasst. Das
Genom des Zebrafisches wurde bereits komplett sequenziert und es stehen eine Vielzahl
von Mutanten zur Verfligung.

Es gibt grundsatzlich vier Methoden zum Testen von CNE auf in vivo-Aktivitat: Transposon-
basierte Methoden, retrovirale Vektoren, die Co-Injektion von PCR-Produkten und die
Injektion von Fragmenten mit einer Meganuclease.

Mittels der Transposon-basierten Methode werden stabile Integrationen ins Genom erzeugt.
Es gibt eine Vielzahl von bereits am Zebrafisch getesteten Transposons, unter anderem Tc3,
mariner, Sleeping Beauty, Ac/Ds und Tol2 (Mates et al., 2007). Dabei zeigte sich, dass das
Ac/Ds Element und das Tol2 Transposon mit 50 % die hdchste Weitergabe von Integrationen
Uber die Keimbahn besitzen. Beide Systeme konnen dabei bis zu 10 kb groRe Fragmente
integrieren (Parinov & Emelyanov, 2007).

Das zweite System basiert auf einem retroviralen Vektor. Dieser besitzt mit Uber 80% die
hochste Ubertragung der Fremd-DNA in die Keimbahn. Diese Methode ist aber aufgrund des
retroviralen Vektors am schwersten zu handhaben (Gaiano et al., 1996).

Bei der Meganuclease-Methode wird das zu testende Konstrukt, bestehend aus der CNS,
flankiert von [-Scel Schnittstellen, zusammen mit der /-Scel Meganuclease injiziert. Bei
I-Scel handelt es sich um eine ,Homing Endonuclease“ aus Saccharomyces cerevisiae.
.,Homing Endonucleasen® besitzen, ahnlich wie Restriktionsendonucleasen, die Fahigkeit,
unter Anwesenheit divalenter Metall-lonen, spezifische Doppelstrangbriiche in DNA zu
erzeugen. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Struktur, den Erkennungseigenschaften und
ihrem genomischen Ursprung von diesen (Belfort & Roberts, 1997). Die ,Homing

Endonucleasen® besitzen Erkennungssequenzen, die mit einer Lange von 12 - 40 bp sehr
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spezifisch sind. Die Erkennungssequenz von [-Scel ist 18 bp lang (Grabher & Wittbrodt,
2007). Obwohl die Meganuclease die genomische DNA nicht schneidet, kommt es bei der
Injektion einer Sequenz, die von [-Scel Erkennungssequenzen flankiert ist, zu einer
Expression von EGFP. Der verantwortliche Mechanismus ist jedoch noch nicht vdllig
aufgeklart. Beim Schneiden der DNA bleibt die Meganuclease an eines der entstehenden
Enden gebunden (Belfort & Roberts, 1997). Man geht davon aus, dass dadurch der
endogenen Ligase- und Replicase-Aktivitdt entgegengewirkt wird. Diese sind sonst fur die
starke Konkatemerisierung herkdmmlich injizierter DNA verantwortlich. Durch das
Unterbinden der Konkatemerisierung verbleiben mehr kurze Fragmente mit rekombinanten
Enden in der Zelle (Grabher & Wittbrodt, 2007). Es wird vermutet, dass das Zellinterne
Reparatursystem mit der Meganuclease interagiert. Die Reaktionspartner und Details des

Mechanismus missen jedoch noch weiter untersucht werden.

1.2.1 Co-Injektion von PCR-Produkten

Bei der Co-Injektion handelt es sich um eine schnelle und einfache Technik zur
Identifizierung cis-regulatorischer Elemente (Miuller et al., 1997). Es werden zwei PCR-
Produkte in das 1-4-Zellstadium der Embryonen co-injiziert. Ein PCR-Produkt enthalt die zu
testende konservierte nicht-codierende Sequenz (CNS). Das zweite PCR-Produkt tragt einen
Minimalpromotor mit nachgeschaltetem Reportergen. Das Reportergen befindet sich unter
der Kontrolle des Minimal-Promotors. Zum Beispiel kann das ,enhanced green fluorescent
protein“ (EGFP) als Reportergen eingesetzt werden. Das griin fluoreszierende Protein der
Qualle Aequoria victoria dient der Visualisierung der Genaktivitat in vivo. Eine weitere
Méglichkeit ist die Verwendung von JlacZ als Reportergen, welches flir das Enzym
R-Galactosidase codiert.

Der molekulare Mechanismus der Co-Injektionsmethode ist noch nicht vollstandig
verstanden. Es gibt zwei Wege diesen zu erklaren. Zum einen kénnten die Enhancer ihren
Effekt Ubertragen, wenn sie durch eine Proteinbindung an den Promotor binden. Diese
Bindung ist nicht kovalent (Mdller et al., 1997). Zum anderen ist bekannt, dass es im Fisch
schnell und effizient zur Bildung von extrachromosomalen Konkatemeren von Fremd-DNA
kommt (Winkler et al., 1991). Dabei lagern sich offensichtlich die injizierten Molekule
aneinander und bilden wiederholende Sequenzen. Daraus resultiert die ,Kopf-an-Kopf-*
sowie die ,Kopf-an-Schwanz-Orientierung“ von DNA-Elementen, die relativ unabhangig von
den DNA-Enden auftritt. Durch DNA-Looping kann es dann zu einer cis-Aktivierung des
Promotors kommen (Mdller et al., 1997).

Ein Nachteil der Co-Injektionsmethode besteht darin, dass es nur selten zu einer Integration

ins Genom kommt und die EGFP-Expression transient bleibt. Wahrend der



Furchungsteilungen wird die Injektionsldésung unterschiedlich auf die Blastomere verteilt,
woraus eine Mosaikexpression resultiert. Aus diesem Grund bedarf es einer Vielzahl an

injizierten Zebrafischembryonen um eine aussagekraftige Expressionskarte zu erstellen.

1.3 Sonic Hedgehog

Bei Sonic hedgehog (shh) handelt es sich um ein sekretierendes, intrazelluldres
Signalmolekil, das zur Hedgehog-Familie gehort. Es ist von entscheidender Bedeutung
wahrend der Embryonalentwicklung von Vertebraten. Zum einen ist es an der
Differenzierung von Neuronen und zum anderen an der Ausbildung der Chorda dorsalis
beteiligt. Zudem ist es in eine Vielzahl weiterer Differenzierungsprozesse involviert; wie die
anterio-posteriore Spezifizierung der Extremitaten, die Musterbildung der Somiten und die
Etablierung der Asymmetrie entlang der links-rechts-Achse (Chang et al., 1997). Die
Expression von Shh zeigt sich in Vertebraten vor allem in Regionen, die eine
organisatorische Funktion besitzen.

Neben shh sind noch zwei weitere Hedegehog-Gene in Vertebraten bekannt. Man geht
davon aus, dass Sonic hedgehog, Desert hedgehog (dhh) und Indian hedgehog (ihh) durch
zwei Duplikationen und anschlieRender Divergenz von einem Urgen entstanden sind
(Zardoya et al., 1996). Am Ursprung der Teleostei (Knochenfische) gab es eine weitere
Duplikation, wodurch die meisten Teleostei zwei shh-Gene besitzen (shha und shhb) (Hoegg
et al., 2004; Panopoulou & Poustka, 2005). Shha entspricht dabei dem shh der Mammalia.
Shhb unterscheidet sich geringfugig von Shha. Es zeigt eine ahnliche Proteinaktivitat, wird

jedoch nur in der Bodenplatte exprimiert (Hadzhiev et al., 2007).

1.3.1 regulatorische Elemente um den shha-Locus

Durch die Analyse des Shh-Promotors in HelLa-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass
fur die trans-Aktivierung zwei Bindestellen fir den Transkriptionsfaktor Axial (Ax/) erforderlich
sind. Ax/ (in Mammalia HNF3() scheint ein direkter Regulator des shh-Gens zu sein. Ferner
wurde ein Retinsaure-responsives Element (RARE) im shh-Promotor identifiziert. Sowohl Ax/
als auch Retinsdure-Rezeptoren (RARs) zeigten in HelLa-Zellen eine Regulierung des shh-
Promotors (Chang et al., 1997).



Ar-D Ar-A Ar-B Ar-C

Abbildung 2: Enhancer-Aktivitidt des Zf Shh.

A) embryonic shield B) 3-Somiten-Stadium C) 24 h alter Embryo D) 32 h altes Gehirn E) zeigt die
Enhancerregionen Ar-A, Ar-B, Ar-C und Ar-D um das Shh Gen bestehend aus 3 Exons (schwarze
Rechtecke). Der Pfeil zeigt den Transkriptionsstart. Die Orte der jeweiligen Expression sind in
denselben Farben dargestellt wie die Enhancer. Abkirzungen: V f: floor plate, h: hypothalamus,
n: chorda, tg: tegmentum, zli: zona limitans intrathalamica (Ertzer et al., 2007).

Fir die shha-Expression im Zebrafisch ist der Promotor alleine allerdings nicht ausreichend.
Bisher sind vier weitere Enhancer-Elemente bekannt (Ar-A, Ar-B, Ar-C und Ar-D), die
bendtigt werden um das richtige Expressionsmuster zu erzeugen (Abbildung 2). Ar-A, Ar-B
und Ar-C gehdren dabei zu den konservierten nicht kodierenden Elementen (Woolfe et
al.,2005).

1.3.2 Struktur des 3’UTR von shha

Der 3'UTR (untranslatierte Region) von shh ist innerhalb der Teleostei stark konserviert, mit
einer Ubereinstimmung von (ber 80 % zwischen Zebrafisch (Danio rerio), Kugelfisch
(Takifugu rubripes), Medaka (Oryzias latipes) und Stickleback (Gasterosteus aculeatus). Ein
kleiner Bereich der Sequenz zeigt sogar eine starkere Konservierung (>90 %). Dieser
Bereich ist noch zu mehr als 80 % im humanen Genom konserviert.

Mittels rVISTA 2.0 (http://rvista.dcode.org) und des nicht publizierten ,Transcription Factor
Affinity Prediction Web Tool* (Dr. A. Hufton, Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik)
wurden innerhalb dieses Bereiches Bindestellen fiir drei Transkriptionsfaktoren vorhergesagt
(Pax1, CDX, LXR) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: konservierter 3’'UTR von shh in Teleostei und Mensch

Der blaue Bereich stellt zeigt >80% ldentitat der Sequenz, der violette Bereich 90%Identitat.
Zebrafisch: 111 bp sind ausreichend um Expression in der Chorda zu induzieren.

Fugu: 160 bp sind ausreichend um Expression im Muskel zu induzieren.

Degenerierte Motive sind durch ein Kreuz markiert (Georgi et al., 2010)

Die in vivo Analyse kann durch die Co-Injektion des konservierten 3'UTR des shha Gens in
Zebrafischembryonen durchgefuihrt werden. Woolfe und Kollegen (2005) zeigten bereits,
dass die Sequenz aus Kugelfisch in Co-Injektions-Experimenten eine Expression
hauptséachlich in der Muskulatur induziert. Trotz der hohen Ahnlichkeit der Sequenz innerhalb
der Teleostei, zeigen homologe Sequenzen der verschiedenen Spezies unterschiedliche
in vivo-Aktivitat im Zebrafisch. Die homologe Zebrafisch-Sequenz induziert eine EGFP-

Expression in der Chorda dorsalis.



Zebrafish

Meaaka

Stickleback Medaka

Abbildung 4: Zebrafischembryonen (24hpf) injiziert mit dem konservierten 3'UTR von shha

A) aus Zebrafisch: zeigt GFP-Expression in der Chorda dorsalis. B,C) aus Kugelfisch: zeigt GFP-
Expression im Muskel. D) aus Stickleback: zeigt GFP-Expression ventral der Schwanzflosse. E,F) aus
Medaka: zeigt GFP-Expression nahe der Ohranlage (otic vesicle) und dem Hinterhirn

(Hermann, 2009)

Die Arbeitsgruppe Poustka/Panopoulou (Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik) konnte
mittels Co-Injektion nachweisen, dass die homologe Sequenz aus Stickleback eine
spezifische EGFP-Expression ventral der Schwanzflosse induziert. Die Medaka-Sequenz
zeigt hingegen eine Expression nahe der Ohranlage (Hermann, 2009) (Abbildung 4).

1.4 Embryogenese des Zebrafisches

Die Oozyten des Zebrafisches sind telolecithal, d.h. der Dotter ist am vegetativen Pol
konzentriert. Die Furchungsteilungen finden aus diesem Grund nur am animalen Pol der
Eizelle, welche ca. 700 pym grof3 ist, statt. Dort bildet sich nach der Befruchtung die
Keimscheibe auf dem Dotter aus. Dieser Furchungstyp wird als diskoidal bezeichnet. Circa
40 min nach der Befruchtung erfolgt die erste Zellteilung (Abbildung 5 B). Im Abstand von
15 min erfolgen weitere synchrone Zellteilungen bis zum Erreichen des 128 Zellstadiums

(2%a hpf; engl.: hours post fertilization). Die folgenden Zellteilungen verlaufen asynchron.



Dies stellt den Ubergang zum Blastulastadium dar. Der Zebrafischembryo wachst nun als
Keimstreifen in Richtung des vegetativen Pols um den Dotter, bis sich ein Keimring
ausgebildet hat (Epibolie). Nachdem die Blastodermzellen die Haélfte des Dotters umhdallt
haben (50% Epibolie, Abbildung 5 E), beginnt die Gastrulation. Dabei wandern die Zellen in
Richtung des Keimstreifens. Mit der Ausbildung des Keimrings geht der Embryo in die
Segmentationtsphase Uber. In dieser Phase bilden sich die Somiten aus, wodurch auch die
Chorda dorsalis entsteht. Sind 22 Stunden nach der Befruchtung 26 Somiten ausgebildet,
werden die Stadien der Embryonalentwicklung anhand der Wanderung des Primordiums
angegeben (Pharyngula Periode). Bereits 24 hpf sind alle Organanlagen des Embryos
ausdifferenziert (Abbildung 5 K). Zu diesem Zeitpunkt sind das schlagende Herz, sowie der
Blutstrom im GefaRsystem sichtbar. AuRerdem beginnen Leber und Niere des Fisches zu

arbeiten. Der Zebrafisch ist nun aulerhalb seines Chorions lebensfahig.

Abbildung 5: Auszug aus der Embryonalentwicklung des Zebrafisches

Darstellung verschiedener Stadien der Embryogenese des Zebrafisches. Frontansicht mit
animaler Seite oben (A-E), bzw. Ansicht auf die linke Seite mit anteriorer Seite oben (F-K). A) 1-
Zellstadium, B) 2-Zellstadium nach 45 Minuten, C) 4-Zellstadium nach einer Sunde, D) 8-
Zellstadium nach 1,25 Stunden, E) 50%ige Epibolie nach 5,3 Stunden, F) 90%ige Epibolie nach
9 Stunden, G) bud-Stadium nach 10 Stunden, H) 3-Somiten-Stadium nach 11 Stunden, I) 18-
Somiten-Stadium nach 18 Stunden, J) 21-Somiten-Stadium nach 19,5 Stunden, K) prim-6-
Stadium nach 24 Stunden, MaRstab: 250 ym (Kimmel et al., 1995).



1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Bachelorarbeit ist es konservierte Elemente aus der Maus (M. musculus) und aus
dem Huhn (G. gallus) auf ihre regulatorische Funktion hin zu untersuchen. Es handelt sich
bei den konservierten Elementen um homologe Sequenzen aus dem 3'UTR des shh-Gens.
Das untersuchte DNA Fragment aus der Maus ist 913 bp und das des Huhns 1098 bp grof3.
Die Sequenz aus dem 3’'UTR des shh-Gens ist zwischen den Teleostei (hier shha) stark
konserviert und zeigt ebenfalls Konservierung zu Mensch (Homo sapiens), Maus (M.
musculus) und Huhn (G. gallus). Es wurde bereits gezeigt, dass die homologen Sequenzen
von Zebrafisch (D. rerio), Kugelfisch (T. rubripes), Medaka (O. latipes) und Stickleback (G.
aculeatus) regulatorische in vivo-Aktivitat besitzen. Trotz der starken Konservierung fallen
die Ergebnisse von Co-Injektionsexperimenten je nach Organismus anders aus. Die
homologe CNS des Kugelfisches induziert in Zebrafischembryonen eine EGFP-Expression in
Muskelzellen (Woolfe et al.,2005). Die CNS aus Zebrafisch induziert hingegen eine EGFP-
Expression in der Chorda dorsalis (Braun, 2009, Georgi, 2009). Weiterhin konnte Hermann
(2009) zeigen, dass die CNS aus Medaka primar eine EGFP-Expression in der Ohranlage
und die CNS aus Stickleback primar eine Expression von EGFP in der ventralen
Schwanzflossenregion induziert.

Die homologen Sequenzen aus Maus und Huhn sollen bezlglich einer potentiellen in vivo-
Aktivitat charakterisiert werden. Durch die Co-Injektion dieser CNS soll eine spezifische
Expression von EGFP nachgewiesen werden. Um die regulatorische Sequenz weiter
einzugrenzen, werden die CNS progressiv verkurzt und erneut injiziert. Anschlieend sollen

potentielle TFB mit Hilfe eines experimentellen Algorithmus vorhergesagt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Name Hersteller / Vertreiber Katalog-Nr.
Agarose Invitrogen #15510-019
Betaine Sigma #B2629
Bromphenolblau Merck #1.08122.0025
dNTPs Pharmacia #27-2035
Ethidiumbromid Sigma #E1510
Methylenblau Merck #1.15943.0025
Phenolrot Sigma #P0290-100ML
Tricaine Sigma #A5040-5G
2.1.2 Enzyme

Tabelle 2: Verwendete Enzyme

Name Hersteller / Vertreiber Katalog-Nr.
Pronase E Sigma #P69111G
Taq DNA Polymerase Stratagene #600131/ #B0101S
Pfu DNA Polymerase Stratagene #600135
2.1.3 DNA-Langenstandard

Tabelle 3: Verwendete DNA -Langenstandards

Name Hersteller / Vertreiber Katalog-Nr.
100 bp DNA ladder New England Biolabs #N3231S

1 kb DNA ladder Stratagene #201115

11



2.1.4 Gerate

Tabelle 4: Verwendete Gerate

Name Hersteller
Binocular Leica MZ8 Leica

Brutschrank BK700 Heraeus
Elektrophorese-Kammer Stratagene
Microinjektor FemtoJet Eppendorf
Micropipette Puller P-97 Sutter Instruments
Mikroskop LSM510 Zeiss

Mikroskop invers mit Injektor Leica
UV-llluminator Alpha Innotech

2.1.5 Zubehor

Alle Plastikwaren wurden von Corning und Greiner bezogen.

Tabelle 5: Verwendetes Zubehor

Name Hersteller / Vertreiber Katalog-Nr.
Microloade Pipenttenspitzen 20uL ~ Eppendorf #5242 956.003
Glaskapillare mit Filament Sutter Instruments #BF100-78-10

2.1.6 Losungen

Tabelle 6: Verwendete Lésungen

Lésung Konzentrationen der verwendeten Chemikalien

Gelladepuffer 4 mM TRIS-Acetat (pH 8.0), 0,2 mM EDTA, 0,25% Bromphenolblau (w/v),
50% Glycerin (v/iv

PCR-Puffer(10x) 350 mM TRIS-Acetat (pH 9.0), 150 mM TRIS-HCI (pH 9.0), 500 mM KCI,
15 mM MgCl,, 1% Tween20 (v/v)

TAE-Puffer 40 mM TRIS-Acetat (pH 7.5), 1 mM EDTA

60x E3 Puffer 5M NacCl, 250mM KCl, 0,5M CaCl2, 1M MgSO4

2.1.7 Verwendete Oligonukleotide



Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotide und ihre Sequenzen

Nr. Bezeichnung Sequenz

1 F_HMRC_Shh6 AAGTAGGACAGTCCAAAGTAGACT

) R_Mouse_shh6 GCAACAGGAATTCTCAGAAAATATCTAC
3 F_Mouse_shh6_1 TGTGAACTGTACTCACAGTGA

4 R_Mouse_shh6_2 AATGTCATTCAGTTAGGTATTGATC

5 F_Mouse_shh6_3 TAAAAGTGCACCTAGCAGCGA

6 R_Chicken_shh6 GCACCAGGAACTCTTAGTTATTATATAC
7 R-Globin-EGFP_F GGAAGGCCATCCAGCCTC

8 R-Globin-EGFP_R GTGCCACCTGACGTCTAAG

2.2 Methoden

2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion ist es moéglich spezifische DNA-Abschnitte, sowohl
von genomischer DNA, als auch von Plasmid-DNA, zu amplifizieren. Das Protokoll flr eine
Standard-PCR ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Protokoll einer Standard-PCR

Zyklenzahl Temperatur Zeitin Schritt
in °C sekunden
94°C 120 s
94°C 30s Denaturietung
30 x/ 40 x 50°C 30s Annealing
55°C 120 s Elongation
55°C 300s
15°C 0

Far die Amplifikation genomischer DNA wurden 100 ng DNA eingesetzt. Fur die Amplifikation
von Plasmid-DNA wurde von 1 ng/ul Plasmid eingesetzt (Tabelle 9). Die Primer sowie die
dNTPs wurden in einer Endkonzentration von 0,2 pmol/uL eingesetzt. Die Anzahl der PCR-
Zyklen betrug 40 Wiederholungen. Fur die Erhohung der Konzentration der PCR-Produkte

wurde der Ansatz mit Betain versetzt.
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Tabelle 9: Standard Ansatz einer PCR fiir die Amplifikation von DNA (genomisch oder

Plasmid)

Md&gliche Zusatze: Betain
Komponente Finale Konzentration ~ Volumen pro Probe
10x PCR-Puffer 1x 5pL
dNTPs (10 mM) 0,2 mM 1L
Tag-DNA Polymerase
(10 U/ L) 0.2 U L
Forward Primer
(10 pmol/ L) 0,2 pmol/ uL 1L
Revers Primer
(10 pmol/ L) 0,2 pmol/ pL 1uL
maogl. .
Zusétze: Betain (5 M) 01 M 15 uL

) genom. DNA 100 ng X

template: Plasmid-DNA 1ng X
ddH,0 auf 50 uL auffillen
Gesamtvolumen 50 uL

2.2.2 Elektrophoretische Trennung von Nucleinsauren

Fiar die elektrophoretische Trennung von Nucleinsauren wurden Horizontalgelkammern
(Stratagene) verwendet. Die Gele hatten standardmaRig eine Agarosekonzentration von 1%.
Daflr wurden 0,7 g Agarose mit 70 mL 1x TAE-Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht und vor
dem Erstarren mit 2 yL Ethidiumbromid versetzt. Anschlielend wurden 5 uyL PCR-Produkt
mit 1 uL 6x Ladepuffer vermischt und auf das Gel aufgetragen. Bei einer Spannung von
100 V wurden die Proben 20 min nach ihrer Grof3e aufgetrennt. Bei jeder Gelelektrophorese
wurde neben den Proben ein DNA-Langenstandard aufgetragen. Die Visualisierung und
Dokumentation der Nucleinsduren erfolgte mit Hilfe eines UV-llluminators (Alpha Innotech).
Die GroRe der DNA-Fragmente wurde durch den Vergleich mit dem DNA-Langenstandard

bestimmt.

2.3 Der Zebrafisch - Entwicklungsbiologische Methoden
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2.3.1 Haltung und Zucht der Zebrafische

Die fur die Experimente verwendeten Zebrafische (Stamm: AB) wurden in einem
geschlossenen Aquariensystem gehalten (Wassertemperatur 27°C). In einem Tank (600 mm
x 150 mm x 400 mm) der Aquarienanlage befanden sich cirka 30 Tiere. Das Futter der
Zebrafische bestand aus handelsublichen Trockenfutter, sowie frisch geschlipften salinen
Krebsen (Artemia salina). Die Aufzucht und die Eiablage der Zebrafische geschah in
Anlehnung an die Angaben in ,The Zebrafisch Book* (Westerfield, M., 2000). Zum Ablaichen
der Zebrafische wurden diese Paarweise 18 h vor der Paarung in separate Aquarien
(250 mm x 100 mm x 70 mm) Uberfihrt (12 Ansatze). Mannchen und Weibchen waren dabei
durch einen Einsatz mit Bodengitter voneinander getrennt. Au’erdem wurden in jedes
Becken zwei Streifen griner Filterwatte gelegt. Dies diente als Seegrasersatz und ist fir die
Eiablage essentiell. Am nachsten Tag wurde das Mannchen zum Weibchen gesetzt. Nach
cirka 30 min wurden die befruchteten Eier entnommen. Dazu wurde der Inhalt der separaten
Aquarien Uber ein Sieb abgegossen. Die Eier wurden im Anschluss mit Fischwasser
gewaschen und in 1x E3-Puffer Uberfihrt. Die Zebrafischembryonen der 10-12

Verpaarungen je Zeitpunkt wurden anschlieend vereinigt.

2.3.2 Mikroinjektion in Zebrafischembryonen

Fir die Injektionsplatten wurden Petrischalen (90 mm) im ersten Schritt 3 mm hoch mit 1 %
Agarose E3-Puffer befillt. Nach dem Erstarren der Agarose wurde eine zweite Schicht
Agarose 3 mm aufgegossen. In die noch flissige Agarose wurde eine Schablone mit

dreieckspyramidenférmigen Erhebungen (Héhe ca. 1,8 mm) eingesetzt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Injektionsplatte in Draufsicht und Querschnitt
A) Draufsicht
B) Querschnitt durch eine Injektionsschale

Fur die Mikroinjektion wurden die Zebrafischembryonen auf die Injektionsplatte aufgebracht

und mit Hilfe einer schrag abgeschnittenen 0,5 mL Einwegpasteurpipette in den
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dreieckspyramidenférmigen Vertiefungen platziert. Unter Verwendung eines Binokulars
(Leica) wurden die Zebrafischembryonen so ausgerichtet, dass die Zelle zum senkrechten

Rand der Vertiefung zeigte.

Abbildung 7: Darstellung des Injektionsvorganges

Oben: Die Injektionsnadel wird durch das Chorion und durch den Dotter in das Einzellstadium des
Zebrafischembryonen geflhrt.

Unten: Der Zebrafischembryo nach der Injektion. Die applizierte Injektionslésung ist durch den roten
Punkt gekennzeichnet

Der Injektionsvorgang wurde an einem inversen Mikroskop (Leica) durchgefihrt. Die
verwendeten Glaskapillaren (Aufiendurchmesser: 1 mm, Innendurchmesser: 0,78 mm,
Schutter Instruments). wurden mittels eines Micropipette Puller (Schutter Instruments)
ausgezogen (Tabelle 10).

Die Glaskapillare wurde mit der Injektionsldsung unter Verwendung einer Microload
Pipettenspitze (Eppendorf) befullt. Die zugeschmolzene Kapillarspitze wurde mit Hilfe eines
Skalpells gedffnet. Mittels des Mikromanipulators (Leica) wurde die Glaskapillare durch den
Dotter von hinten in das 1-4-Zellstadium des Zebrafischembryos gefihrt und die
Injektionslésung appliziert (Abbildung 7). Die Einstellung der Menge der Injektionslésung
erfolgte mittels Druck und Zeiteinstellung am Femtodet (Eppendorf) auf 1/10 der Zelle. Nach
der Injektion wurden die Zebrafischembryonen mit 1x E3-Puffer von der Injektionsplatte in
eine Petrischale 90 mm gespllt. Die Petrischale wurde mit 1x E3-Puffer aufgeflllt und Gber
Nacht bei 27°C inkubiert (Lin, 2000).

Tabelle 10: Einstellwerte des Micropipette Pullers zum
Ausziehen der Glaskapillaren

Komponente Einstellung
Heat 550
Pull 80
Velocity 120

Time 120
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Fir jede Probe wurden 3 Injektionsplatten mit ca. 175 Embryonen injiziert, so dass die
Gesamtanzahl 525 Embryonen betrug. Zusatzlich wurde noch eine vierte Injektionsplatte mit
175 Embryonen mit einer bereits etablierten Positivkontrolle injiziert und eine Injektionsplatte

nicht injizierte Embryonen als Negativkontrolle erstellt.

2.3.2.1 Co-lnjection Assay

Beim ,Co-injection Assay“ werden die zu untersuchende CNS und ein Reporterkonstrukt als
separate PCR-Produkte in die Embryonen injiziert (Mdller et al.,1999). Das
Reporterkonstrukt bestand aus EGFP, das sich unter direkter Kontrolle von dem minimalen,
humanen R-Globin-Promotor befand. Diese Konstrukt wurde mittels PCR vom
R-Globin/EGFP Vektor (Dr. G. Elgar (Center for Genomic Research, Cambridge))

amplifiziert. Die Zusammensetzung der Injektionslésung ist in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Ansatz der Injektionslésung fiir Co-Injektion
*abhangig von der Konzentration der PCR-Produkte

Komponente Finale Konzentration Volumen pro Probe
Phenolrot (100 %) 10 % 1L
3-Globin/EGFP PCR-Produkt (Reporterkonstrukt) 250 ng 0,4-8 uL *
aufgereinigtes PCR-Produkt (regulatorische 1000 ng 0,4-8 pL *

DNA)

ddH.O 0-7 L™
Gesamtvolumen pro Ansatz 10 L

Fir die Injektion wurden immer 25 ng/puL PCR-Produkt des (3-globin-EGFP-Reportergens und
100 ng/pl CNS verwendet. Die Injektionslésung wurde direkt in das 1-4-Zellstadium des
Embryos injiziert. Die Menge und Position der Injektionsldsung wurde dabei Uber das

Phenolrot bestimmt.

2.3.3 Screening der injizierten Zebrafischembryonen

Am Tag nach der Injektion wurden die abgestorbenen Zebrafischembryonen mit einer
Einwegpasteurpipette entfernt. Die Uberlebenden Embryonen wurden mit 0,4 mg/mL
Pronase E in 1x E3-Puffer dechorionisiert (Westerfield, M.; 2000). Dazu wurden die
Zebrafischembryonen aus der Petrischale in ein Becherglas Uberfuhrt. Der 1x E3-Puffer
wurde abgenommen und mit 5 mL Pronase E Losung aufgefiillt. Die Zebrafischembryonen
wurden fir 30 min in der Pronase E Ldsung inkubiert. Nachdem sich das Chorion aufgeldst

hatte, wurden die Zebrafischembryonen mit 1x E3-Puffer gewaschen um Uberreste der

17



Membran zu entfernen. Zur Betrachtung der Embryonen nach 48 h wurde nach 24 h der E3-
Puffer ausgetauscht. Vor der Untersuchung wurden erneut abgestorbenen Embryonen
mittels Einwegpasteurpipetten entfernt.

Um auf eine mogliche EGFP-Expression hin zu untersuchen, wurden die
Zebrafischembryonen auf einen Objekttrager Uberfihrt und mit 0,2%iger Tricainlésung
(Ethyl-3-aminobenzoate-methanesulfonate) anasthesiert. Die Betrachtung der
Zebrafischembryonen erfolgte mit Hilfe eines Laser-Scanning-Mikroskops (Zeiss LSM 510).
EGFP-Expression wurde nur in normal entwickelten Zebrafischembryonen dokumentiert.
Fotografische Aufnahmen erfolgten mit einer Zeiss AxioCam Farbkamera. Die Aufnahmen
erfolgten mit Fluoreszenzlicht sowie im Hellfeld. Beide Bilder wurden im Anschluss
Uberlagert um den Ort der Expression zu bestimmen. Weiterhin wurden Z-Stapel

aufgenommen und mit der ,Extended Focus" Funktion der AxionVision Software Uberlagert.

2.4 Bestimmung von Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren

Zur Vorhersage potentieller TFB wurde das ,Transcription Factor Affinity Prediction Web
Tool“ (Dr. A. Hufton Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik) verwendet. Dabei handelt es
sich um einen experimentellen, noch nicht publizierten Algorithmus. Der Algorithmus
implementiert Vorhersagemethoden fir Bindungsaffinititen von Transkriptionsfaktoren
beschrieben in Manke et al. (2008), Roider et al. (2007) und Manke et al. (2010)
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3 Ergebnisse

Die homologen CNS aus dem 3’'UTR des shh-Gens der Maus (Mus musculus) und des
Huhns (Gallus gallus) wurden bereits durch O. Herrmann von genomischer DNA amplifiziert,
in den Vektor pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) kloniert und sequenziert. Die Amplifikation der
CNS fir die Injektion erfolgte von diesem Plasmid. Um die in vivo-Aktivitat der injizierten
Fragmente zu analysieren, wurden die PCR-Produkte der Fragmente mit einem [(-globin-
EGFP-Reportergenkonstrukt in ein 1-4-Zellstadium der Zebrafischembryonen co-injiziert.
Jedes Fragment wurde in mindestens 525 Zebrafischembryonen injiziert. 175 Embryonen
desselben Fischtanks wurden nicht injiziert, um die Grundsterblichkeit der
Zebrafischembryonen zu bestimmen. Weiterhin wurden 175 Zebrafischembryonen mit einer
etablierten Positivkontrolle per Co-Injektion injiziert. Dazu diente das 597 bp gro3e Fragment
aus dem 3'UTR des shha-Gens des Kugelfisches (T. rubripes). Dieses induziert eine starke
EGFP-Expression in Muskelzellen (Woolfe et al., 2005; Hermann, 2009). Die Positivkontrolle
diente der Abschatzung der Variation wahrend des Injektionsvorganges.

Die Auswertung der ersten Co-Injektionen des 913 bp grolen CNE aus Maus (Maus_F/R)
zeigte, dass dieses eine starke EGFP-Exression in Muskel- und Nervengewebe induziert.
Um die Effektivitdt des Injektionsvorganges besser abschatzen zu kénnen, wurde dieses

Fragment daraufhin als Positivkontrolle eingesetzt.

3.1 Mikroinjektion des konservierten nicht-codierenden Elements
aus Maus (Mus musculus)

Die Co-Injektion des 913 bp groRen CNE aus dem 3'UTR des shh-Gens der Maus (M.
musculus) fuhrte in 24 h alten Zebrafischembryonen zu einer EGFP-Expression vor allem im
Muskelgewebe (Abbildung 8). Vereinzelt wurde EGFP auch in Teilen des Nervensystems
exprimiert. Von 525 injizierten Embryonen entwickelten sich 127 normal. 91 von diesen
zeigten eine EGFP-Expression (Tabelle 12). Die Expressionsrate lag bei 71,65 % der normal

entwickelten Embryonen.
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Tabelle 12: Mikroinjektion des 913 bp groBen CNE aus dem 3’'UTR des shh-Gens der Maus (M.

musculus)
Die injizierten Zebrafischembryonen wurden nach 24 h auf EGFP-Expression hin untersucht.

. Grofe | izierte Normal entwickelte ~ CC' F-positive, normal
Injiziertes des Zebrafisch- Zebrafischembryonen entwickelte
Fragment CNS embrvonen ry Zebrafischembryonen

in bp Y Anzahl in % Anzahl in %
Maus_F/R 913 525 127 24,19 9 71,65

Abbildung 8: Expressionsmuster des regulatorischen Elements aus dem 3’UTR des shh-Gens
der Maus (M. musculus) in Zebrafischembryonen.

Der Zebrafischembryo zeigt EGFP-Expression (griin) in der Muskulatur. Das Leuchten des Dotters ist
auf eine Autofluoreszenz zurlickzufiihren, nicht auf das EGFP- Reporterkonstrukt. Der Embryo ist mit
dem anterioren Pol nach rechts und der dorsalen Seite nach oben ausgerichtet.

Fluoreszenzaufnahme mit Hellfeldliberlagerung (50 % Bildanteil)

Aufgrund der hohen Expressionsrate des EGFP wurde das 913 bp groRe Maus_F/R-
Fragment fur alle folgenden Co-Injektionen als Positivkontrolle eingesetzt. Dabei wurden bei
jedem Injektionsversuch je 175 Zebrafischembryonen mit dem Maus_F/R-Fragment injiziert.
Dadurch konnten die natirlichen Schwankungen des Injektionsvorgangs besser verglichen
werden.

Insgesamt wurden 1575 Embryonen mit dem Maus_F/R-Fragment co-injiziert und nach 24 h
auf EGFP-Expression untersucht. Von 1575 injizierten Embryonen entwickelten sich 318
normal. 164 von diesen zeigten eine EGFP-Expression im Muskelgewebe und vereinzelt
auch in Nervenzellen (Tabelle 13). Die Expressionsrate lag bei 51,57 % der normal

entwickelten Embryonen.
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Tabelle 13: Auswertung aller Mikroinjektionen des 913 bp groBen Maus_F/R-Fragments
Die injizierten Zebrafischembryonen wurden nach 24 h auf EGFP-Expression hin untersucht.

Grofe Injizierte Normal entwickelte EGFP-positive, normal
Injiziertes des ; . entwickelte
Fragment CNS irenki)rafcl)sncgr; Zebrafischembryonen Zebrafischembryonen

in bp Y Anzahl in % Anzahl in %
Maus_F/R 913 1575 318 20,19 164 51,57

3.2 Progressive Kiirzung der homologen Sequenz aus dem 3’UTR
des shh-Gens der Maus (Mus musculus)

Zur ldentifizierung einer mdglichen TFB innerhalb der 913 bp groR3en regulatorischen
Sequenz aus dem 3’'UTR des shh-Gens der Maus (M. musculus) wurde die Sequenz mittels
PCR progressiv verkurzt. Die hergestellten PCR-Produkte wurden mit Hilfe der
Agarosegelelektrophorese auf ihre GréRe hin Uberpriuft. Mit Hilfe der gekirzten Fragmente
lassen sich Ruickschlisse auf mdgliche Bindungsmotive, die an der Aktivierung der

Expression beteiligt sind, ziehen.

Maus shh
(Maus_F/R) &’ 3
913 bp 3 <« » 5
Maus_F/2
471 bp
Maus_1/2
248 bp
Maus_1/R
690 bp
Maus_3/R
208 bp

Abbildung 9: Verkiirzte Fragmente der Maus_F/R-Sequenz, die mittels Co-Injektion
getestet wurden
Die oberen beiden Balken symbolisieren den konservierten Bereich des 3'UTR des shh-Gens
der Maus (M. musculus). Grine Pfeile stellen die verkirzten PCR-Fragmente dar, die eine
Expression induzierten. Fragmente, die mit roten Pfeilen dargestellt sind, zeigten keine
EGFP-Expression. Die injizierten Zebrafischembryonen wurden nach 24 h auf Expression hin
untersucht.
Von vier hergestellten Fragmenten zeigten drei nach 24 h die typische Expression von EGFP
vornehmlich im Muskel (Abbildung 9). Vereinzelt wurde EGFP auch in Nervenzellen
exprimiert. Die Zusammenfassung der Co-Injektions-Experimente ist in Tabelle 14
dargestellt.
Das 471 bp groRe Maus_F/2-Fragment zeigte eine EGFP-Expression in 48 der 70 normal
entwickelten Zebrafischembryonen. Das entspricht einer Expressionsrate von ca. 69 %.
Weiterhin induzierte Maus_1/R (690 bp) eine EGFP-Expression in 49 von 139 normal
entwickelten Zebrafischembryonen, was einer Expressionsrate von 35,25 % entspricht. Auch

das 248 bp groRe Fragment Maus_1/2 induzierte eine EGFP-Expression. Von 113 normal
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entwickelten Zebrafischembryonen zeigten 19 EGFP-Signale. Das entspricht einer
Expressionsrate von 16,81 %.

Das Fragment Maus_3/R zeigte als einziges nicht das typische Expressionsmuster. Lediglich
ein Zebrafischembryo, von 175 normal entwickelten, zeigte eine EGFP-Expression in
Hautzellen ventral der Schwanzflosse.

Das Fragment Maus_1/2 ist in allen Fragmenten aus dem 3'UTR des shh-Gens der Maus
(M. musculus) enthalten, die eine Expression von EGFP hervorrufen. Die 248 bp Sequenz
scheint demnach essentiell fir eine EGFP-Expression zu sein.

Exemplarisch fir die EGFP-Expression der getesteten Fragmente wurde das

Expressionsmuster des Maus_1/R Fragments dargestellt (Abbildung 10).

Tabelle 14: Mikroinjektion der progressiv gekiirzten Fragmente aus dem 3’UTR des shh-Gens
der Maus (M. musculus)
Die injizierten Zebrafischembryonen wurden nach 24 h auf EGFP-Expression hin untersucht.

Gron Iniizierte Normal EGFP-positive, normal

Injiziertes desroCl\(laS Zetj)rafisch- entwickelte entwickelte
Fragment b embrvonen Zebrafischembryonen Zebrafischembryonen
P Y Anzahl in % Anzahl in %
Maus_F/R 913 1575 318 20,19 164 51,57
Maus_F/2 471 525 70 13,33 48 68,57
Maus_1/R 690 1050 139 13,24 49 35,25
Maus_1/2 248 1050 113 10,76 19 16,81
Maus_3/R 208 1050 175 16,67 1 0,57

Abbildung 10: Expressionsmuster des Maus_1/R-Fragments aus dem 3’'UTR des shh-Gens der
Maus (M. musculus) in Zebrafischembryonen 24 hpf

Der Zebrafischembryo zeigt EGFP-Expression (griin) in der Muskulatur. Das Leuchten des Dotters ist
auf eine Autofluoreszenz zurlickzufihren, nicht auf das EGFP- Reporterkonstrukt. Der Embryo ist mit
dem anterioren Pol nach links und der dorsalen Seite nach oben ausgerichtet.

Fluoreszenzaufnahme mit Hellfeldiberlagerung (30 % Bildanteil)
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3.3 Mikroinjektion des konservierten nicht-codierenden Elements
aus Huhn (Gallus gallus)

Die Co-Injektion des 1098 bp groflen Fragments aus dem 3’'UTR des shh-Gens des Huhns
(G. gallus) fuhrte in 24 h alten Zebrafischembryonen vereinzelt zu einer spezifischen EGFP-
Expression in Hautzellen ventral der Schwanzflosse (Abbildung 11). Von 1050 injizierten
Zebrafischembryonen entwickelten sich 156 normal, was einer Uberlebensrate von 14,86 %
entspricht. Nur 5 Embryonen exprimierten EGFP in Hautzellen ventral der Schwanzflosse
(Tabelle 15).

Tabelle 15: Mikroinjektion des 1098 bp groBRen CNE aus dem 3’'UTR des shh-Gens des

Huhns (G. gallus)

Die injizierten Zebrafischembryonen wurden nach 24 h auf EGFP-Expression hin untersucht.
Grolke EGFP-positive, normal

Injiziertes des Injizierte Normal entwickelte entwickelte
Fragment CNS iﬁiraf(l)snc;; Zebrafischembryonen Zebrafischembryonen
in bp Y Anzahl in % Anzahl in %
Chicken_shh 1098 1050 156 14,86 5 3,21

Abbildung 11: Expressionsmuster des regulatorischen Elements aus dem 3’'UTR des shh-
Gens des Huhns (G. gallus) in Zebrafischembryonen 24 hpf

Der Zebrafischembryo zeigt EGFP-Expression (griin) in einer Hautzelle ventral der Schwanzflosse
(blauer Pfeil). Das Leuchten des Dotters ist auf eine Autofluoreszenz zuriickzufiihren, nicht auf das
EGFP- Reporterkonstrukt. Der Embryo ist mit dem anterioren Pol nach links und der dorsalen Seite
nach oben ausgerichtet.

Fluoreszenzaufnahme mit Hellfeldiiberlagerung (50 % Bildanteil)

Die Embryonen wurden in E3-Puffer aufbewahrt und nach 48 h noch einmal auf EGFP-
Expression untersucht. Nach 48 h waren noch 146 normal entwickelte Zebrafischembryonen
am Leben. Davon zeigten 49 eine EGFP-Expression. Die Expressionsrate nach 48 h betrug
33,56 % (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Mikroinjektion des 1098 bp groRen CNE aus dem 3’'UTR des shh-Gens des Huhns
(G. gallus)
Die injizierten Zebrafischembryonen wurden nach 48 h auf EGFP-Expression hin untersucht.

. Grole |izierte Normal entwickelte ~ CC' " -Positive, normal
Injiziertes des Zebrafisch- Zebrafischembryonen entwickelte
Fragment CNS embrvonen Y Zebrafischembryonen

in bp Y Anzahl in % Anzahl in %
Chicken_shh 1098 525 146 27,81 49 33,56

Abbildung 12: Expressionsmuster des regulatorischen Elements aus dem 3’UTR des shh-Gens

des Huhns (Gallus gallus) in Zebrafischembryonen 48 hpf

Die Zebrafischembryonen zeigen EGFP-Expression (griin) in Zellen des ,dorsal stripe® (gelbe Pfeile)
und in Nervenzellen (orange Pfeile). Die Embryonen sind ist mit dem anterioren Pol nach rechts und
der dorsalen Seite nach oben ausgerichtet.

Fluoreszenzaufnahme mit Hellfeldiiberlagerung (20-30 % Bildanteil)

Die Expression war in Zellen des ,dorsal stripe“ (dorsal gelegener, pigmentierter
Melanocyten-Streifen) und in Nervenzellen nachzuweisen (Abbildung 12).
Aus Zeitgrinden konnte die regulatorische Sequenz aus dem 3’'UTR des shh-Gens aus

Huhn nicht progressiv verkiirzt werden um potentielle TFB zu identifizieren.
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3.4 Untersuchung der, mit Huhn- und gekiirzten Maus-Fragmenten,
co-injizierten Zebrafischembryonen 48 hpf

Nachdem festgestellt wurde, dass das CNE aus dem 3’'UTR des shh-Gens aus dem Huhn
(G. gallus) nach 48 h eine EGFP-Expression induziert, wurden weitere Co-Injektionen
durchgeflhrt, um signifikante Aussagen Uber das Expressionsverhalten der Fragmente
Maus_F/R, Maus_1/2, Maus_3/R und Chicken_shh nach 48 h treffen zu kdénnen. Es sollte
untersucht werden, ob sich das Expressionsmuster der verklrzten Fragmente aus der Maus

(M. musculus) (siehe 3.2) nach 48 h eventuell verandert.

Tabelle 17: Mikroinjektion der CNE aus dem 3’'UTR des shh-Gens aus Maus (M. musculus) und
Huhn (G. gallus)
Die injizierten Zebrafischembryonen wurden nach 48 h auf EGFP-Expression hin untersucht.

. L Normal EGFP-positive, normal
. GroRe Injizierte : :
Injiziertes ; entwickelte entwickelte
des CNS Zebrafisch- . .

Fragment inb embrvonen Zebrafischembryonen Zebrafischembryonen
P v Anzahl in % Anzahl in %
Maus_F/R 913 1050 337 32,10 277 82,20
Maus_1/2 248 1050 234 22,29 228 97,44
Maus_3/R 208 525 149 28,38 1 0,67
Chicken_shh 1098 1050 300 28,57 169 56,33

Die Uberlebensrate der Fische lag bei den getesteten Fragmenten bei 22 - 32 % (Tabelle
17). Die Fragmente Maus_F/R, Maus_1/2 und Chicken_shh zeigten nach 48 h ein anderes
Expressionsmuster, als nach 24 h. Maus_3/R zeigte keine spezifische Expression von
EGFP. 149 der 525 co-injizierten Zebrafischembryonen entwickelten sich normal. Ein
Embryo zeigte ein EGFP-Signal in einer einzelnen Muskelzelle (Tabelle 17).

Das Maus_F/R-Fragment zeigte eine EGFP-Expression in 227 der 337 normal entwickelten
Zebrafischembryonen. Das entspricht einer Expressionsrate von ca. 82 %. Weiterhin
induzierte Maus_1/2 eine EGFP-Expression in 228 von 234 normal entwickelten
Zebrafischembryonen, was einer Expressionsrate von 97,44 % entspricht. Auch das
Fragment Chicken_shh induzierte eine EGFP-Expression. Von 300 normal entwickelten
Zebrafischembryonen zeigten 169 EGFP-Signale. Das entspricht einer Expressionsrate von
56,33 % (Tabelle 17).

Die drei positiv getesteten Fragmente induzierten eine EGFP-Expression in multiplen
Gewebetypen der Zebrafischembryonen. Die Maus-Fragmente zeigten Uberwiegend EGFP
in Zellen der Muskulatur, des Nervensystems einschliellich des Gehirns und des ,dorsal
stripe”. Vereinzelt kam es auch zur EGFP-Expression in Hautzellen ventral der
Schwanzflosse, in Herzzellen und in Pigmentzellen der Iris (Abbildung 13). Das Fragment

Chicken_shh induzierte die Expression von EGFP vornehmlich in Zellen des Nervensystems
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einschliel3lich des Gehirns und Zellen des ,dorsal stripe®. In geringem Mal} kam es zusatzlich
zur Expression Hautzellen ventral der Schwanzflosse, Herzzellen und Muskelzellen
(Abbildung 13).

Abbildung 13: Expressionsmuster des EGFP in Zebrafischembryonen 48 hpf nach Co-Injektion
der CNE aus Maus (M. musculus) und Huhn (G. gallus)

Die Injektion von Maus_1/2 induzierte Expression A) im Gehirn und B) im ,dorsal stripe®.

Die Injektion von Maus_F/R induzierte Expression in Muskelzellen C). Die Injektion von Chicken_shh
induzierte Expression im Gehirn D).

Das Leuchten des Dotters ist auf eine Autofluoreszenz zurlckzuflhren, nicht auf das EGFP-
Reporterkonstrukt. Die Embryonen A, B und C sind mit dem anterioren Pol nach links und der
dorsalen Seite nach oben ausgerichtet. D ist mit dem anterioren Pol nach oben und der dorsalen Seite
nach rechts ausgerichtet. EGFP-Expression (griin)

Fluoreszenzaufnahmen mit Hellfeldliberlagerung (20-50 % Bildanteil)

Die EGFP-Expression beschrankte sich innerhalb eines Fisches meist nicht auf ein Gewebe.
Abbildung 14 zeigt die Verteilung der EGFP-Expression als Anteil der EGFP-positiven,
normal entwickelten Zebrafischembryonen. Die Expression von EGFP in Zellen des ,dorsal
stripe” und des Nervensystems konnte nach 24 h nicht nachgewiesen werden. Nach 48 h ist
diese jedoch in mehr als 50 % aller EGFP-positiv getesteten, normal entwickelten
Zebrafischembryonen vorhanden. Weiterhin ist auffallig, dass die EGFP-Expression in
Hautzellen ventral der Schwanzflosse, induziert duch Chicken _shh, auf rund 6 %

angestiegen ist (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verteilung der EGFP-Expression innerhalb verschiedener Gewebe der EGFP-
positiven, normal entwickelten Zebrafischembryonen 48 hpf

Die Anzahl der positiven, normal entwickelten Zebrafischembryonen entspricht 100 %. EGFP wurde in
mehreren Gewebetypen eines Fisches exprimiert, daher kommt es zu Uberschneidungen der

Expressionsmuster.

3.5 Mikroinjektion der konservierten nicht-codierenden Elemente
aus Huhn (Gallus gallus) und Maus (Mus musculus) in Albino-
Zebrafische

Nach 24 h setzt die Pigmentierung in den Zebrafischembryonen ein. Nach 48 h ist die
Pigmentierung soweit fortgeschritten, dass Melanocyten innerhalb von bis zu vier
Streifenregionen (dorsaler, lateraler, ventraler und Dottersack-Streifen) sichtbar sind.
Weiterhin ist die Iris der Fische bereits pigmentiert. Diese melaninhaltigen Zellen erschweren
die Analyse der EGFP-Expression, da die Signale durch die dunklen Zellen verdeckt werden.
Um dieses Problem zu umgehen, wurden die Fragmente ebenfalls in Albino-Zebrafischen
getestet. Zebrafische des Genotyps albino (alb) besitzen einen Defekt innerhalb der
Melaninsynthese. Daher sind die Melanocyten sehr hell bzw. unpigmentiert. Die Anzahl und

Form der Melanocyten ist dennoch normal.
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Tabelle 18: Mikroinjektion der CNE aus dem 3’'UTR des shh-Gens aus Maus (M. musculus) und
Huhn (G. gallus) in Albino-Zebrafische
Die injizierten Zebrafischembryonen wurden nach 48 h auf EGFP-Expression hin untersucht.

GroRe Iniizierte Normal EGFP-positive, normal

Injiziertes des CNS Zetirafisch- entwickelte entwickelte
Fragment in b embrvonen Zebrafischembryonen Zebrafischembryonen
P y Anzahl in % Anzahl in %
Maus_F/R 913 525 77 14,67 68 88,31
Maus_1/2 248 525 53 10,10 52 98,11
Chicken_shh 1098 525 70 13,33 49 70,00

Die Uberlebensrate der Albino-Fische fiel 10 - 15 % geringer aus, als bei den Wildtyp-
Fischen (Tabelle 18). Das Maus_F/R-Fragment zeigte eine EGFP-Expression in 68 der 77
normal entwickelten Zebrafischembryonen. Das entspricht einer Expressionsrate von ca.
88 %. Weiterhin induzierte Maus_1/2 eine EGFP-Expression in 52 von 53 normal
entwickelten Zebrafischembryonen, was einer Expressionsrate von 98,11 % entspricht. Auch
das Fragment Chicken_shh induzierte eine EGFP-Expression. Von 70 normal entwickelten
Zebrafischembryonen zeigten 49 EGFP-Signale. Das entspricht einer Expressionsrate von
70 % (Tabelle 18).

Alle drei getesteten Fragmente induzierten eine EGFP-Expression in multiplen Gewebetypen
der Albino-Zebrafischembryonen. Die Expressionsmuster waren identisch zu den
Expressionsmuster der Wildtyp-Fische (siehe 3.4). Durch die Verwendung der Albino-
Zebrafische kann hier klar gezeigt werden, dass es sich bei den EGFP exprimierenden
Zellen im ,dorsal stripe“ um Melanozyten handelt. Diese sind vorhanden, bilden jedoch kein
Melanin in Albino-Fischen.

Die Maus-Fragmente exprimieren Uberwiegend EGFP in Zellen der Muskulatur, des
Nervensystems einschliel3lich des Gehirns und in Melanocyten des ,dorsal stripe®. Vereinzelt
kam es auch zur EGFP-Expression in Hautzellen ventral der Schwanzflosse und in
Pigmentzellen der Iris (Abbildung 15). Das Chicken_shh-Fragment induzierte die Expression
von EGFP vornehmlich in Zellen des Nervensystems einschliellich des Gehirns und
Melanocyten des ,dorsal stripe®. Aullerdem kam es vereinzelt zur EGFP-Expression in
Hautzellen ventral der Schwanzflosse, Pigmentzellen der Iris und Muskelzellen (Abbildung
15).
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Abbildung 15: Expressionsmuster des EGFP in Albino-Zebrafischembryonen 48 hpf nach Co-
Injektion der CNE aus Maus (M. musculus) und Huhn (G. gallus)

Die Injektion von Chicken_shh induzierte Expression A) im ,dorsal stripe® (orange Pfeile) und in
Neuronen (gelbe Pfeile) und B) im Gehirn und in Neuronen. Die Injektion von Maus_F/R induzierte
Expression C) in Pigmentzellen der Iris und D) im Gehirn (orange Pfeile) und in Muskelzellen (gelbe
Pfeile).

Das Leuchten des Dotters ist auf eine Autofluoreszenz zurlickzufiihnren, nicht auf das EGFP-
Reporterkonstrukt. Die Embryonen B, C und D sind mit dem anterioren Pol nach oben und der
dorsalen Seite nach rechts ausgerichtet. A ist mit dem anterioren Pol nach links und der dorsalen
Seite nach oben ausgerichtet. EGFP-Expression (grin)

Fluoreszenzaufnahmen mit Hellfeldiberlagerung (20-50 % Bildanteil)

Die EGFP-Expression beschrankte sich innerhalb eines Fisches meist nicht auf ein Gewebe.
Abbildung 16 zeigt die Verteilung der EGFP-Expression als Anteil der EGFP-positiv
getesteten, normal entwickelten Zebrafischembryonen. Nach 48 h ist die EGFP-Expression
im ,dorsal stripe® und im Nervensystem in 70-90 % der EGFP-positiven, normal

entwickelten Zebrafischembryonen vorhanden. Die Fragmente der Maus zeigen nach wie vor
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eine EGFP-Expression in Muskelzellen in ca. 60 % der EGFP-positiv getesteten, normal
entwickelten Zebrafischembryonen vorhanden

Die Co-Injektion von Chicken_shh induzierte eine EGFP-Expession in Hautzellen ventral der
Schwanzflosse in rund 16 % der EGFP-positiven, normal entwickelten Zebrafischembryonen.
Dieses Expressionsmuster zeigt sich bei der Co-Injektion von Maus-Fragmenten nur in
0 - 6 % der EGFP-positiven Fische.

100

80 -

60 - @ Maus_F/R [n=68]
W Maus_1/2 [n=52]
O Chicken_shh [n=49]

Embryonen [%]
S
o

F

Anteil an positiven, normal entwickelten
Pigmentzellen
derlris

Muskel

Nervensystem
und Gehirn

dorsal stripe
Haut ventral
der
Schwanzflosse

Abbildung 16: Verteilung der EGFP-Expression innerhalb verschiedener Gewebe der EGFP-

positiven, normal entwickelten Albino-Zebrafischembryonen 48 hpf

Die Anzahl der positiven, normal entwickelten Zebrafischembryonen entspricht 100 %. EGFP wurde in
mehreren Gewebetypen eines Fisches exprimiert, daher kommt es zu Uberschneidungen der

Expressionsmuster.

Mit Hilfe der Co-Injektion in Albino-Zebrafische konnten die Ergebnisse der Analyse auf
EGFP-Expression nach 48 h verifiziert werden. Eine EGFP-Expression in weiteren

Gewebetypen wurde nicht festgestellt.

3.6 Identifikation potentieller Transkriptionsfaktorbindestellen
innerhalb der Maus - Sequenz (Mus musculus)

Um potentielle TFB zu identifizieren wurde das nicht publizierte ,Transcription Factor Affinity
Prediction Web Tool“ (Dr. A. Hufton, Max-Planck-Institut fir molekulare Genetik) verwendet.
Mit Hilfe der Anwendung ist es moglich eine Sequenz auf moégliche TFB zu untersuchen.
AuBerdem kdnnen auch mehrere Sequenzen in Bezug auf ihre TFB verglichen werden.

Die Analyse des 248 bp langen Maus_1/2-Fragments zeigte, dass innerhalb der Sequenz

statistisch signifikante Bindestellen flr 25 verschiedene TF lokalisiert sind. Diese TFB weisen



einen p-Wert < 0,05 auf. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Ubereinstimmung zwischen TFB
und der analysierten Sequenz zufallig ist, liegt damit bei < 5 %.

Unter anderem wurden innerhalb der Maus_1/2-Sequenz zwei TFB fir Mef2a (myocyte-
specific enhancer factor 2A) gefunden. Eine dieser TFB liegt im konservierten Bereich
(Abbildung 17). Die Interaktion von Mef2a mit einer der beiden TFB fuhrt mdglicherweise zur

EGFP-Expression in Muskelzellen 24 h alter Zebrafischembryonen.

R_Mouse_shh6_2
F_Mouse_shhé_1 conserved part
50 100 150
| | I

Mef2a Mef2a

Abbildung 17: Identifizierte Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor Mef2a
innerhalb des Maus_1/2 Fragments
Bindestellen dargestellt in blau und violett

Um festzustellen welche Sequenz essentiell ist um eine EGFP-Expression zu induzieren,

muss die Sequenz weiter verkurzt werden. Aus Zeitgrinden konnten diese Untersuchungen

nicht mehr durchgefuhrt werden.
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4 Diskussion

4.1 Das 248 bp groBe Maus-Fragment induziert EGFP-Expression
in Muskelzellen 24 hpf

Die Co-Injektion des 913 bp grofien CNE aus dem 3'UTR des shh-Gens der Maus (Mus
musculus) induzierte in 24 h alten Zebrafischembryonen eine EGFP-Expression in
Muskelzellen. Eine progressive Verklrzung des Fragments sollte zeigen welcher Teil der
Sequenz verantwortlich fur die Expression ist. Das Fragment Maus_3/R lieferte hingegen
keine spezifische EGFP-Expression. Lediglich einer von 175 normal entwickelten
Zebrafischembryonen zeigte ein EGFP-Signal in einer einzelnen Hautzelle ventral der
Schwanzflosse. Dieses Ergebnis konnte nicht reproduziert werden und ist statistisch nicht
signifikant. Die Expression ist wahrscheinlich auf ein zufalliges Ereignis zurlckzuflhren.
Moglicherweise kam es innerhalb dieser Zelle zu einer Integration von DNA des
Reporterkonstrukts ins Genom.

Es konnte gezeigt werden, dass alle Fragmente, die ein positives EGFP-Signal
hervorbringen, das Fragment Maus_1/2 enthalten. Es ist daher davon auszugehen, dass die
TFB, welche die EGFP-Expression in den Muskelzellen aktiviert, innerhalb der 248 bp
grolken Maus_1/2 Sequenz liegt. Die Sequenz Maus_1/2 wurde mit Hilfe des , Transcription
Factor Affinity Prediction Web Tools* auf potentielle TFB untersucht. Der Vorteil dieses ,Web
Tools® ist, dass die Anzahl der verfligbaren TFB umfangreicher ist als bei vergleichbaren
Anwendungen wie zum Beispiel rVISTA (www.rvista.dcode.org). So konnten Bindestellen fir
25 TF vorhergesagt werden. Diese 25 TF besitzen eine hohe Bindeaffinitat zur DNA-
Sequenz, charakterisiert durch einen geringen p-Wert (< 0,05).

Zwei der gefundenen TFB sind Bindestellen fiir Mef2a, wobei eine innerhalb des
konservierten Bereichs der Sequenz liegt. Die Familie der Mef2-Transkriptionsfaktoren
reguliert unter anderem  Skelettmuskulatur-spezifische @ Gene  wahrend  der
Embryonalentwicklung (Ticho et al. 1996, Naya & Olsen 1999). Aus diesem Grund konnten
die gefundenen TFB verantwortlich flr die EGFP-Expression im Muskel sein. Die homologe,
regulatorische Sequenz aus dem 3’'UTR des shha-Gens vom Kugelfisch (T. rubripes) besitzt
analoge Mef2a Bindestellen (Hermann, 2009). Die Sequenz aus Fugu induziert eine EGFP-
Expression in Muskelzellen, identisch der des Maus-Fragments. Hermann (2009) konnte
bereits zeigen, dass die Mef2a TFB innerhalb des konservierten Bereichs nicht fur die
EGFP-Expression verantwortlich ist. Daher wirde man mit der Verkirzung des Maus-

Fragments bei der Isolierung der Mef2za TFB ,upstream” des konservierten Bereichs
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(Abbildung 17 (blau)) beginnen, was aus Zeitgrinden nicht mehr durchgeflihrt werden

konnte.

4.2 Das 248 bp groBBe Maus-Fragment induziert EGFP-Expression
in multiplen Gewebetypen 48 hpf

Die Untersuchung von 48 h alten Zebrafischembryonen, welche mit Maus-Fragmenten co-
injiziert wurden, zeigte ein anderes Expressionsmuster des EGFP als 24 hpf Embryonen.
Infolgedessen wurden weitere Co-Injektionen durchgefiihrt. Aufgrund der Eingrenzung des
regulatorischen Bereichs auf das Maus_1/2-Fragment wurde dieses auf eine EGFP-
Expression in Zebrafischembryonen (48 hpf) hin untersucht. Aufierdem wurde das Fragment
Maus_3/R, welches als einziges Fragment keine EGFP-Expression in 24 hpf Embryonen
zeigte, co-injiziert, um potentielle Veranderungen des Expressionsmusters nach 48 h
nachzuweisen.

Es konnte gezeigt werden, dass das CNE Maus_1/3 keine spezifische Expression von EGFP
in Zebrafischembryonen induziert. Lediglich ein Embryo zeigte EGFP-Expression in einer
einzelnen Muskelzelle. Diese Expression ist wahrscheinlich auf ein zufalliges Ereignis
zurtckzufuhren, daher ist davon auszugehen, dass die 208 Bp lange Sequenz Maus_3/R
keine regulatorische Funktion in Form eines Enhancers besitzt. Eine Repressor-Funktion
kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, da bindende Repressoren mit diesem
experimentellen Aufbau nicht nachgewiesen werden kénnen.

Die Fragmente Maus_F/R und Maus_1/2 zeigten, neben der EGFP-Expression im Muskel
(24 hpf), EGFP-Signale in Zellen des ,dorsal stripe® und im Nervensystem der 48 h alten
Embryonen. Weiterhin wurde EGFP in einem geringen Anteil der EGFP-positiven, normal
entwickelten Zebrafischembryonen auch in Hautzellen ventral der Schwanzflosse, Herzzellen
und Pigmentzellen der Iris nachgewiesen. Die Expression von EGFP zeigte sich dabei
innerhalb eines Embryos in verschiedenen Gewebetypen.

Aufgrund der einsetzenden Pigmentierung der Fische nach 24 h war es schwierig die EGFP
Expression nach 48 h genau zu lokalisieren. Aus diesem Grund wurden die Co-Injektionen
mit Albino-Zebrafischen wiederholt. Die co-injizierten Fische zeigten nach 48 h das gleiche
Expressionsmuster wie die Wildtyp-Fische. Durch die fehlende Pigmentierung konnte
verifiziert werden, dass es sich bei EGFP-positiven Zellen des ,dorsal stripe® um
Melanocyten handelt. Die Expression von EGFP nach 48 h in Zellen des ,dorsal stripe®
korreliert mit der Expression innerhalb des Nervensystems. Eine Erklarung ist, dass
Pigmentzellen wie Melanocyten und Neuronen ihren Ursprung in der Neuralleiste haben.

Zellen der Neuralleiste differenzieren nach der Migration zu einer Vielzahl verschiedener
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Zelltypen, die strukturierte Muster Bilden (Eisen & Weston 1993). Daher lasst sich schlielen,
dass das Maus_1/2-Fragment eine regulatorische in vivo-Aktivitat in der Neuralleiste besitzt.
Um diese Vermutung naher zu untersuchen muss die CNS weiter eingegrenzt werden, um
potentiell verantwortliche cis-regulatorische Elemente zu identifizieren. Da viele potentielle
TFB gefunden wurden, lassen sich bislang nur Vermutungen anstellen. Nach einer
Eingrenzung der CNS auf einen konkreten Bereich kénnen einzelne potentielle TFB auf eine
regulatorische in vivo-Funktion hin tberprift werden. Durch die Erzeugung von Mutationen
mittels PCR innerhalb einer potentiellen TFB lieRe sich lberprifen, ob die Bindestelle
verantwortlich flir das spezifische Expressionsmuster von EGFP ist. Einen weiteren

moglichen Ansatz zur Identifikation von funktionellen TFB stellen Deletionsexperimente dar.

4.3 Co-Injektion des konservierten nicht-codierenden Elements
aus Huhn (Gallus gallus)

Die Co-Injektion der CNS aus dem 3'UTR des shh-Gens aus Huhn (G. gallus) induzierte eine
spezifische = EGFP-Expression in Hautzellen ventral der Schwanzflossen in
Zebrafischembryonen 24 hpf. Die Expressionsrate war allerdings mit ca. 3 % der EGFP-
positiven, normal entwickelten Embryonen sehr gering. In 48 h alten Zebrafischembryonen
anderte sich das Expressionsmuster drastisch. Die Expression von EGFP wurde in multiplen
Gewebetypen induziert. 65 - 95 % der EGFP-positiven Fische zeigten eine Expression in
Melanocyten des ,dorsal stripe“ und Zellen des Nervensystems einschliel3lich des Gehirns.
Aulerdem konnte die EGFP-Expression in Hautzellen ventral der Schwanzflosse mit einer
Expressionsrate von 6 - 16 % nachgewiesen werden. Die Co-Injektion der Maus-Fragmente
zeigte eine Expression von EGFP in Hautzellen ventral der Schwanzflosse nur vereinzelt.
Daher scheint dieses Expressionsmuster spezifisch fir das CNE aus Huhn zu sein.
Weiterhin kam es zur Expression von EGFP in Herzzellen, Pigmentzellen der Iris und
Muskelzellen. Die Expressionsraten dieser Gewebe lagen nur im einstelligen Prozentbereich
und sind daher statistisch nicht signifikant.

Die Co-Injektion von Chicken_shh zeigte in Zebrafischembryonen 48 hpf das gleiche
Expressionsmuster des EGFP wie Maus_F/R und Maus1/2. Ausgenommen ist lediglich die
Expression in Muskelzellen, die beim Maus-Fragment bereits nach 24 h nachzuweisen ist.
Dieses Ergebnis wurde sowohl in Wildtyp- als auch in Albino-Fischen erzielt. Es ist davon
auszugehen, dass Chicken_shh die gleiche regulatorische in vivo-Aktivitat innerhalb der
Neuralleiste besitzt wie Maus_1/2.

Die Vorgehensweise flr anschlie@ende Experimente verhalt sich analog zur
Vorgehensweise beim Maus-Fragment. Das Chicken_shh-Fragment muss zunachst

progressiv so stark wie moglich verklrzt werden. AnschlieRend koénnen mithilfe des
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»1ranscription Factor Affinity Prediction Web Tools“ cis-regulatorische Elemente innerhalb
der Sequenz vorhergesagt werden. Aufgrund der identischen Expressionsmuster von EGFP
in 48 h alten Zebrafischembryonen ist davon auszugehen, dass der gleiche TF fir die
Aktivitat innerhalb der Neuralleiste verantwortlich ist.

Aus Zeitgrinden konnten die Experimente an dieser Stelle nicht weitergefihrt werden.
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6 Anhang

6.1 DNA-Sequenzen

6.1.1 Konserviertes 913 bp Fragment aus dem 3’'UTR aus dem shh-Gen
der Maus (Mus musculuss)

AAGT AGGGCAGT CCAAAGT AGACTATAAGGAAGCAAAAACCCCGGEGAGTI TCTGITGI TATG
TTTAGITTATATATTTTTTTGAAATTTTTCGI TATTGTCTTATATGGGTTGITTTTCTCCTC
TCCTGECTATTTATTTGI TTCGTATGAATAGATGT TTTAAAAATAT GAACGGACCT TCAAGA
GCCTTAACTAGI TTGTGTCTTGGATAATTTATTATTGT GTGAACT GTACT CACAGT GAGGGA
AAGATTATTTTGI GAGGCCAAGCAACCTGCCTGAAAGTCTATTTTTCTACATGTCCCTTGICC
TGCGT TTCAGAAGGCAAACCTCCGCATTCCTCTCCTGCTATGCTCCTGCTTTCCCGCAAGT G
TAAACT AAAACCT GCTCCATGGGEGGT CCACAAATTATATTTTTATACACAGAATTGTAAATT
AGATTTTTGAGAGATCAATACCTAACTGAATGACATTTCATTTTTTGAAAGT GTAAAATATG
AAAATATATTATTTTAATTTAACTATTTTCCAATGTAATAGCCGTCTTCTGTACTGCCTTCT
TGGITTGTATTTGCTTTGTAACCGCCACTTTGT CATGT TCT TGGAAACCAAGACTGTTAACG
CACACATATACACTTTTTTTTTTGACAGACTGGAAGAACTCTGITATTTTTAACTTCAAAGA
ATTTATTAGAAAATAATATTTTTTAAAAGT GCACCT AGCAGCGAGCCCACGAGGATGGAGCC
TGTAGI TTGTACAGAGAAAAACAAGGATGT TTTTGCATTAATAAACT GAGAAGTAACTGCTG
TAAATTTACTAAAATGTATTTTTGAATATTTTGTAATAGT TTTATAGAAATAAAGCGT GCCA
CACACACCCAGTGGTCAGTAGATATTTTCTGAGAATTCCTGITGC

6.1.2 Konserviertes 1098 bp Fragment aus dem 3’UTR aus dem shh-Gen
vom Huhn (Gallus gallus)

AAGTAGGACAGT CCAAAGTAGACT TTAAGGGAAACAAAGACCCCCEGAAGT TCTGTI TCCGT T

TAGTTTATAAATATATATATATTTTTATTTGITCTTTTGITGITTTGITCATTGITTTGITG
TTGITGITGITGGTTTTATTTTTTCCTCCTCTCCTGGATATTTATTTCTTTGGTACGT CGAA
TAGATGI TTTAAATGATATGAACCGGACCT TCAAGAGCCT TAAATAGT TTCTTTGGTAATTT
ATTATCATGCGAACTGT TCTCACAGGGGAAAAAATTATTT TGTGAGGCCGAGCAAAACT GCG
CAGAGTCTATTTTTCTACATGI CATGT GT GT CCTGACT TTCAGAAAGCAAAATTCCGTACCT
TCCCATCTCTCCATTACGCTGCTCCTTCATTTCAGCGAGT CTAGAGGAACAAGCAAGCGAAC
AAACATACAGAAAAGAAAGACAAACT TCATGGEGEGGT CCGTAAATTATATTTTTATACACAGA
ATTGTAAATTAGATTTTTTTGAGAGATCAATACTTAACTGAATCACATTTCGITTTTTGAAA
TAGTGTAAAATACGAGAATATATTATTTTAATTTAAATAGCT CCAAATGTAACGTCATTTCC
TGTATTGITTTCCATGTCTCTTAAATATTTTTGCTCTGTAAAAAAAAAAAAAAAGAAAACAC
CACCACCATTTGGCCACGT TCATGGAAGT CAAGACT GT TACACAAACTCTTTATTTGCAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAGAGAAAGAAAGAAAGAAT G
AAAGAAAGAAAAGCCGTAAGAAACT TTGT TATTTTTAACT GCAAGAAAAAAATAATTATTAG
AAAATAATATTTTTTAAGAAGCGCACAT GGCGECGAT TCTGT GACGAT GGAGECGGTAGI TT
GTACAGAGGGGAGAAAAGCGATGT TTTGCATTAATAAATTGAGAAATAACTCCTGTAAATTTA
CTAAAATGTATTTTTGAATATTTTGTAATAGT TTTAATAGT TTTATAGAAATAAAATGIGCC
ATGCACAGICTGGTTAGTATATAATAACTAAGAGT TCCTGGTGC
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